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摘要 :为 揭示 水 稻 秸 秆 还 田 对 土壤 真菌 群落 结构 的 长 期 影响 ,采用 荧光 定量 PCR. MI PCR-DGGE 技术 分 析 了 秸秆 还 田 90,180， 
270 d 和 360 d 的 土壤 真菌 基因 让 度 和 群落 结构 组 成 演变 趋势 ,并 利用 宛 余 分 析 (RDPA) 研 究 土壤 真菌 群落 结构 变化 与 环境 因子 
的 关系 。 结 果 表 明 : 随 着 秸秆 还 田 时 间 的 增加 ,土壤 真菌 群体 数量 和 多 样 性 指数 CHR 和) 显著 增加 ,在 360 d 时 达到 最 高 。 
对 DGGE 图 谱 的 特征 条 带 进行 胶 回 收 测序 ,系统 进化 分 析 表 明 ,土壤 真菌 主要 种 群 包括 :接合 菌 ( Zysgomycele sp.) . 盐 腐 霉 菌 
( Pythium salinum) , A SE ( Uncultured Sarcosomataceae ) FIA ("Ascobolus stercorarius ) , SE W ( Lagenidium giganteum ) JH 
FW ( Penicillium sp.) Ih ZJE R (Aspergillus sp. ) FUB Z8 ZZ JE PR (-Thermomyces lanuginosus) ,JK£& WII 8$ P8 (Aspergillus glaucus) 、 
ARAS ZE Rh E ( Polymyxa graminis ) 和 枝 顶 孢 霉菌 (Acremonium sp.) gtk "P f E Fe (Penicillium sp.) |I 8/5 F (Aspergillus sp.) 和 枝 
TIERE (Acremonium sp.) 具有 纤维 素 降解 能 力 , T Sc Dia. S E (Acremonium sp.) TE 90 d 时 成 为 新 的 优势 菌 群 。RDA 分 析 表 
明 ,90 d 和 180 d 秸秆 还 田 与 对 照 土壤 的 真菌 群落 结构 较为 类 似 ,270 d 和 360 d 的 秸秆 还 田 与 对 照 土壤 的 真菌 群落 结构 发 生 了 
明显 变化 。 土 壤 有 机 碳 、pH 和 速效 磷 是 引起 主 壤 自 菌 群落 结构 及 多 样 性 变异 的 主要 因素 。 

关键 词 : 桔 秆 还 田 ; 多 样 性 ;土壤 真菌 ;群落 结构 ;基因 丰 度 
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Abstract: The decomposition of plant residue is largely mediated by microorganisms , such as soil fungi and bacteria, which 


are very sensitive to changes in their soil environments. Numerous studies at the microbial community level have emphasized 
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the influence of residue return on functional capacity and the characterization of phenotypic traits. Furthermore, previous 
studies have also shown that fungi dominate the early stages of decomposition in semi-natural unfertilized soils. The long- 
term impact of straw return on soil ecosystems, especially fungal gene abundance and community composition, is unclear. In 
the present study, based on the analysis of soil properties, we investigated the effect of rice straw return on the population 
size and community structure of soil fungi under different straw return days, using real-time PCR and. PCR-DGGE. 
Subsequently, the correlation between fungal community and soil environmental factors was analyzed using redundancy 
analysis ( RDA ). Treatments in the present study were based on different return days (90, 180, 270, and 360 d)4-and a 
soil with no straw return and similar topography was used as the control. Each treatment had three replicates. The copy 
numbers of soil fungal ITS ranged from 2.61x10' to 6.46x10 per g of dry soil and was greatly influenced by straw return 
days. The 360-d treatment yielded the highest copy numbers, whereas the 90-d treatment yielded the lowest/ copy) numbers. 
The diversity indices ( H, R, and E) increased significantly with increasing straw decomposition timé and reached maximum 
values under the 360-d treatment. The DGGE patterns suggested that straw return altered the fungal community, and 
significant differences were observed among the treatments with different return days..-Eleven DGGE bands were re- 
amplified, sequenced, and aligned using BLAST; and phylogenetic analysis revealed that the/soil fungal community of the 
straw return included Zygomycete sp., Pythium salinum, uncultured Sarcosomataceae , Ascobolus.stercorarius , Lagenidium 
giganteum, Penicillium sp., Aspergillus sp., Thermomyces lanuginosus, Aspergillus--glaucus, Polymyxa graminis, and 
Acremonium sp., among which Penicillium sp., Aspergillus sp., and Acremonium sp: are able to degrade cellulose. RDA 
analysis suggested the 90-d and 180-d treatments were similar and clearly distinct from the 270-d and 360-d treatments 
along both the first and second ordination axes, which indicated a | pronounced difference in the community composition of 
soil fungi at the late straw return stage and a slight differencefin the early stage, respectively. The eigenvalues of the first 
two axes of the fungal RDA results were 0.309 and 0.144 and accounted for 80.796 of the total eigenvalue, which suggested 
qualified ordination results. The first two axes of the species-environment relationship from the RDA results explained 74.896 
of the total variance. Among the six soil parameters measured , the influence of available K, alkaline-hydrolyzed N, total N 
were not significant ( P«0.05) , but soil organic carbon, pH, and available P were the main factors that influenced the 
variation of fungal community structure and-diversity. The results suggested that long-term straw return had a significant 
impact on soil fungal composition and. that soil organic carbon, pH, and available P are important factors in the dynamics of 


soil fungal communities. 


Key Words: straw return ; diversity ;soil fungi ; community structure; gene abundance 


土壤 微生物 是 土壤 生物 区 系 中 重要 的 功能 组 分 和 土壤 生物 群落 的 重要 类 群 ,对 土壤 的 形成 发 育 、 物 质 循 
环 和 肥力 演变 等 具有 重大 影响 ,是 维持 土壤 资源 持续 性 和 生态 系统 功能 的 关键 因素 ”| 。 土 壤 微生物 参与 
土壤 有 机 上 质 的 分 解 及 腐殖质 的 形成 等 过 程 ,是 土壤 养分 循环 的 主要 驱动 者 ,因而 土壤 微生物 的 生物 量 、 活 
性 和 群落 结构 是 土壤 质量 的 重要 方面 。 土 壤 微 生物 对 土壤 有 机 质 的 变化 十 分 敏感 ,能 对 土壤 生态 机 制 变 
化 和 环境 胁迫 做 出 反应 ,土壤 微生物 群落 结构 的 组 成 和 变化 情况 ,是 评价 土壤 健康 程度 或 者 土壤 质量 的 早期 
重要 指标 | 。 在 农田 生态 系统 中 还 田 秸秆 是 土壤 有 机 质 的 重要 来 源 之 一 ,作物 秸秆 富 含 碳 、 氮 、 磷 、 钾 等 营 
养 元 素 ,是 宝贵 的 自然 资源 。 据 估算 世界 每 年 产生 约 34 亿 t 作物 秸秆 , 因 各 种 因素 废弃 或 者 焚烧 的 秸秆 量 占 
总 秸秆 量 的 60% 以 上 ' ,造成 了 养分 资源 的 巨大 浪费 ,并 严重 污染 了 环境 。 我 国 秸秆 总 产量 居 世 界 首位 ,其 
总 产量 已 达 6 亿 忆 如 何 合理 利用 秸秆 资源 ,保护 环境 ,是 关系 到 农业 可 持续 发 展 的 一 个 关键 问题 ” 。 秸 秆 还 
田 可 以 改善 土壤 结构 中, 提高 土壤 有 机 碳 含量 "| 和 土壤 微生物 活性 "1, 进而 提高 作物 产量 。 

作物 秸秆 主要 是 由 木质 素 ,纤维 素 . 半 纤 维 素 等 聚 结 的 致密 的 碳水 化 合 物 组 成 ” ,微生物 作为 产生 纤维 
素 酶 类 .木质 素 酶 类 的 主要 来 源 ,在 秸秆 物质 的 降解 过 程 中 发 挥 了 巨大 的 作用 ,添加 秸秆 为 土壤 微生物 提供 了 
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丰富 的 碳 源 和 和 毛 源 ,促进 了 微生物 的 生长 繁殖 ,提高 了 土壤 微生物 活性 ,特别 是 增加 了 真菌 和 细菌 比例 "1 , 引 
起 土壤 微生物 群落 结构 的 变化 “25 。 目 前 相关 研究 表明 ,秸秆 还 田 会 导致 土壤 细菌 结构 以 及 多 样 性 发 生 显 
著 变化 :2 。 土 壤 真菌 由 于 具有 较 高 的 胞 外 酶 活性 且 其 酶 种 类 比较 全 面 ,使 其 有 很 强 的 纤维 素 降解 能 力 ,在 
秸秆 还 田 的 过 程 中 发 挥 重 要 作用 ,Bardgett 等 "研究 表明 ,在 秸秆 降解 的 途径 中 ,真菌 的 分 解 作用 占据 优势 。 
Marschner 等 20 采用 磷酸 脂肪 酸 ( PLFA) 和 尼龙 网 袋 法 对 小 麦秸 秆 降解 早期 (30 d PL) 的 土壤 进行 分 析 , 结 
表明 在 秸秆 降解 1 一 2 周 时 ,土壤 真菌 的 群落 结构 发 生 了 显著 得 变化 。 由 于 秸秆 在 土壤 中 的 自然 降解 是 个 长 
期 过 程 ,但 目前 自然 条 件 下 秸秆 还 田 对 土壤 真菌 群体 数量 和 群落 结构 的 长 期 影响 尚 鲜 见报 道 。 为 此 ,本 研究 
通过 设置 水 稳 秸 秆 还 田 不 同时 间 (90,180,270,360 d) ,采用 聚合 酶 链 反 应 (polymerase chain reaction , PCR ) - 变 
性 梯度 凝 胶 电泳 ( denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE) 及 菊 光 定量 PCR 方法 研究 真菌 群体 数量 和 种 
群 结构 的 演变 趋势 ,并 利用 宛 余 分 析 ( Redundancy Analysis -RDA ) 研究 土 壤 真 菌 的 群落 结构 变化 与 土壤 性 质 
的 关联 ,为 揭示 土壤 真 阔 对 秸秆 还 田 引 起 的 微 生 境 变化 的 适应 与 演变 趋势 ,维持 二 二 生 态 系统 功能 的 稳定 提 
供 理论 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 设计 与 样品 采集 

土壤 样品 采 自 上 海 市 尝 明 区 长 江 农场 秸秆 还 田 长 期 定位 试验 田 (31830” NF 121°31' 卫 ) 。 试 验 于 2013 年 
10 月 进行 秸秆 还 田 试 验 , 稻 秸 还 田 量 为 6000 kg/hm (依据 当地 水稻 府 量 6000 kg/hm , 25 JEAR E P TE Ur 
算 ) , 稻 秸 秆 经 切 碎 后 耕 埋 , 耕 深 10 cm, 并 设置 秸秆 不 还 田 对 揭 。 选 定 小 区 面积 33 m ,重复 3 Ko ER 
秆 还 田 后 90、180、270 d 和 360 d 采集 秸秆 还 田 和 未 秸秆 还 轩 土 壤 样 品 。 采 用 五 点 取样 法 采集 0—10 em d: 
售 , 混 匀 分 装 ,一 部 分 样品 用 液 握 速冻 后 在 -20% 保存 , 供 分 玉生 物 学 研究 ; 另 一 部 分 用 于 土壤 基本 理化 性 质 
分 析 。 土 壤 理化 性 质 参照 文献 ”进行 分 析 ,结果 见 表 1。 


表 1 秸秆 还 田 不 同时 间 土 壤 理 化 性 质 


Table 1 Soil properties at different days of rice straw decomposition 


处 理 pH 有 机 碳 AM WIRA, 速效 磷 速效 钾 
- : Organic C Total N Alk-hydr N Available P/ Available K/ 
m "Treatment (1:2.5H5,0) 
Áe KB / (g/kg) / (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) 
min C90 7.31x0.05 15.48+1.27c 1.45+0.04a 168.53x11.46b 11.29x1.08b 121.97+8.84a 
€ T90 7.28x0.07b 16.82x0.64c 1.47x0.05a 149.77x5.65c 10.37 x0.60b 98.78::5.34b 
C180 7.26x0.12 15:82x1.22c 1.45x0.03a 187.89x9.60a 13.69 x0.62a 100.76::8.28b 
T180 7.41x0.05b 17.27x1.21c 1.40x0.07a 161.28x13.21bc 14.76 x0.49a 108.264.83a 
C270 7.4130.03 15.82x0.51c 1.43x0.08a 184.67: 11.56ab 13.74 x0.53a 121.58+7.29a 
T270 7.59x0.18ab 20.40x 1.95b 1.38x0.06a 177.97x5.80ab 13.89 x0.97a 101.70x7.72b 
C360 7.45x0.06 16.40x0.88c 1.39x0.07a 170.34x8.56b 13.89 x0.76a 100.57+6.55b 
T360 T60+0.19a 25.80+2.78a 1.35+0.05a 160.66+10.53bc 14.23 +0.89a 111.79+7.41ab 


(0 TPCAEAERBGESEEHSHI E) Treat (Straw decomposition soil) ;C 代表 对 照 ( 秸秆 未 还 田 土壤 ) Control (No straw decomposition soil) ; 同 列 不 同 小 
写字 母 表示 游 异 显著 ( P< 0.05) 


1.2... 土壤 总 DNA 的 提取 及 纯化 

采用 the ISOIL for Beads Beating kit( NipponGeneCo., Ltd., Toyama, Japan) 试剂 盒 提 取 土 壤 总 DNA , 称 取 
0.5 g 于 -20 C 保存 的 土壤 样品 按 试剂 盒 说 明 书 进行 土壤 DNA 提取 ,用 30 pL 灭 菌 水 溶解 DNA ,用 1.0% 琼 脂 
糖 凝 胶 电泳 检测 所 提取 的 DNA. 片段 大 小 ,并 用 NanoDrop ND- 1000 核酸 蛋白 测定 仪 (NanoDrop Technologies, 
Inc. ) 测 定 DNA 的 浓度 和 质量 ,DNA 样品 于 -20% 保存 。 
L3 土壤 真菌 群落 结构 的 PCR-DGGE 分 析 

应 用 Veriti 梯度 PCR {X ( Thermo Fisher Scientific Inc) 进行 真菌 188 rRNA 基因 的 PCR 扩 增 ,每 个 样品 3 
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次 重复 。 以 提取 的 总 DNA 为 模板 ,引物 为 NS7-GC 和 NS8 7? , PCR 体系 如 下 :无 菌 双 莹 水 31.7 pL, 10x 
Buffer (-MgCl,) 5.0 kL,dNTPs( 各 2.5 mmol/L)5.0uL,25 mmol/L MgCl, 3.0 pL ,引物 1(10 pmol/L) 和 引物 2 
(10 jmol/L) 40.5 pL, 牛 血清 血 和 蛋白 (BSA-10 mg/mL)1.0 nkL,3% 去 离子 甲 酰胺 1.0 uL ,Tag 酶 (5U/hL- 宝 生 
物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 )0.3 uL, DNA EH (20ng/uL)2.0&L,. PCR 反应 条 件 :反应 条 件 :94%C 预 变性 3 min; 
95% 变性 45$ s,50% 退火 45 s,72% 延伸 45 s(35 个 循环 ) ;最 后 72% 延伸 10 mins 

使 用 DCode"" Universal Mutation Detection System ( Bio-Rad Laboratory , Inc.) ,在 变性 剂 梯 度 为 3096— 6096 
的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胺 上 进行 变性 梯度 凝 胶 电 泳 (DGGE)。 使 用 40% 丙 炳 酰胺 / 双 丙 烯 酰胺 凝 胶 (37.5: 巷 ;电泳 
缓冲 液 为 1xTAE。 电 压 80V ,60% ,电泳 13 h, RH 1:10000( v/v) SYBR Green 染色 30 min, Ze (66,25 5H] Gel 
Doc EQ (Bio-Rad Laboratory , Inc.) 凝 胶 成 像 系统 进行 图 像 分 析 。 

将 DGGE 图 谱 中 的 主要 条 带 进行 切 胶 ,DNA 回收 ,然后 再 分 别 以 不 带 GC 夹 的 引物 NST/NSS8 对 回收 条 带 
DNA 进行 PCR 扩 增 ,将 扩 增 产物 利用 pMD 18-T 载体 进行 克隆 测序 ( 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股份 有 限 公 司 ) 。 
登陆 NCBI 通过 Blast 软件 将 11 条 测序 序列 与 GenBank. 中 的 已 知 序列 比 对 来 确定 测定 序列 的 微生物 种 类 。 
利用 Sequin 软件 向 Genbank 提交 11 条 测序 序列 ,并 获得 登录 号 (KU510560-KU510570)s 利用 MEGA 5.0 软 
件 基于 DGGE 条 带 序列 ,进行 Bootstrap 验证 系统 发 育 分 析 , 邻 接 法 ( Neighbor-joining; N-J) 构建 系统 发 育 树 。 
1.4 土壤 真菌 群体 数量 的 荧光 定量 PCR 分 析 

应 用 ABI StepOne Plus 扩 增 仪 (Thermo Fisher Scientific Inc) 对 真菌 ITS rRNA 基因 进行 荧光 定量 PCR 扩 
增 ,引物 为 NSIT1 和 58A2R'” ,每 个 样品 3 次 重复 。 荧 光 定量 PCR 反应 体系 10 pL, 引物 NS I1 和 58A2R 
(10 pmol/L) 0.25 pL,2xSYBR Premix Ex Taq (宝生 物 开 程 (大 连 ) 有 限 公 司 )5 kL, 模板 4 pL, 用 无 菌 
ddH,O 补足 至 10 pL。 采 用 三 步 法 进行 荧光 定量 PCR .95 预 变性 3 min;94 C ,30 s;53 C ,30 s;72 C ,45 s; 
40 个 循环 。 

以 混合 土 样 总 DNA 为 模板 进行 真菌 ITS rRNA 基因 bPCR 扩 增 ,将 100 uL PCR 产物 用 1.5% 琼脂 糖 凝 胶 
电泳 , 切 下 含有 ITS rRNA 基因 的 条 带 , 用 AxyPrep-DNA 凝 胶 回收 试剂 盒 ( 爱 思 进 生物 技术 (杭州 ) 有 限 公司 ) 
纯化 。 使 用 pMD 18-T 载体 (宝生 物 工程 4( 大连 ) 有 限 公 司 ) 连 接 PCR 产物 ,连接 产物 转化 到 大 上 肠 杆菌 DHSo 
感受 态 细胞 ,在 氨 闵 青竹 素平 板 上 进行 蓝 白 斑 第 选 阳性 克隆 。 取 部 分 阳性 转化 菌 液 送 生 工 生 物 工程 ( 上海) 
股份 有 限 公司 进 行 测序 ,作为 氨 氧 化 肯 矢 荧光 定量 PCR 分 析 的 标准 DNA。 利 用 Axygen AP-MN-P-50( 爱 思 进 
生物 技术 (杭州 ) 有 限 公司 ) 试 剂 盒 提 取 重 组 质粒 DNA ,质粒 DNA. 浓度 使 用 Nanodrop ND-1000 测定 。 根 据 已 
知 重 组 质粒 全 序列 长 度 和 阿 快 伽 德 罗 常 数 计 算 对 应 的 ITS rRNA 基因 拷贝 数 ,以 10 倍 梯度 对 重组 质粒 进行 梯 
度 稀释 (拷贝 数 为 10 一 105 ) ,进行 定量 PCR 扩 增 ,每 个 梯度 3 次 重复 ,制作 标准 曲线 。 

1.5 数据 处 理 与 统计 分 析 

采用 SPSS 18.0 统计 软件 IBM Group，Inc. 进 行 数据 处 理 , 使 用 新 复 极 差 法 (SSR) 多 重 比较 检验 差异 显著 
TE, KH Quantity One 4.4 软件 ( Bio-Rad Laboratory ,Inc.) 进 行 DGGE 图 谱 分 析 , 并 采用 未 加 权 算术 平均 对 群 
iX: ( umweighted pair-group method using arithmetic averages ,UPGMA ) 法 对 DGGE 图 谱 进 行 聚 类 分 析 。 运 用 Dice 
Coefficient 法 根据 电泳 图 谱 对 样品 进行 相似 性 分 析 。 使 用 香农 - 威 纳 指数 (Shannon-Wiener index H) . 丰 度 指数 
CR) 和 均匀 度 指数 (E) 对 真菌 群落 多 样 性 进行 分 析 '*| ,其 计算 公式 为 ; 

H =- ba (n/N)lg(n./N) 
E- H/lnR 
式 中 , n 为 每 条 电泳 条 带 光 密度 峰值 ;V 是 同一 泳 道中 所 有 条 带 光 密度 峰值 总 和 。 电 泳 条 带 光 密度 的 峰值 通 
过 分 析 软 件 Quantity one 进行 读 取 。 R 为 每 一 泳 道 总 的 条 带 数 。 

使 用 CANOCO 4.5.1 软件 (Microcomputer Power, Ithaca, USA) 对 DGGE 揭示 的 细菌 群落 结构 与 环境 参数 

进行 元 余 分 析 ( Redundancy Analysis-RDA ) 7?! , 
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2 结果 与 分 析 


2.1 秸秆 还 田 不 同时 间 土 壤 真菌 的 群体 数量 变化 

由 图 1 可 以 看 出 ,秸秆 还 田 和 秸秆 未 还 田 对 照 土壤 
的 真菌 ITS rRNA 基因 拷贝 数 在 2.61x10 — 6.46x10715 
贝 / 克 干 土 。 随 着 秸秆 还 田 时 间 的 增加 ,土壤 真菌 群体 
数量 呈现 上 升 趋势 ,360 d 的 秸秆 还 田 土 壤 真 菌 群体 数 
量 最 高 ,90 d 的 秸秆 还 田 土 壤 真 菌 群体 数量 最 低 ;90 d 
和 270 d 的 秸秆 还 田 与 各 自 对 照相 比 ,土壤 真菌 群体 数 90 180 30 368 
量 没 有 显著 差异 ;180 d 和 360 d 秸秆 还 田 与 各 自 对 有 照 时 间 Time/d 
相 比 , 土 赤 真 菌 群 体 数量 显著 增加 。 图 1 ATARAR RAR ITNA EARRAS 
2.2. 秸秆 还 田 不 同时 间 土 壤 真 菌 群 落 结 构 和 和 多样 性 Fig.1 Copy numbers of ITS rRNA genes in the soil DNA extracts 

采用 真菌 特异 性 引物 NS7-GC/NS8 对 18S rRNA 基 as determined by quantitative PCR under different days of rice 
因 进 行 PCR 扩 增 ,纯化 后 进行 DGGE 分 析 ( 图 2)。 图 2 
中 可 以 看 出 , 随 着 秸秆 还 田 时 间 的 延长 ,PCR-DGGE 图 不同 小 写字 盘 表 直下 同时 间 处 理 间 差异 显著 ( P<0.05) 
谱 出 现 了 较 明 显 的 差异 ,表明 土壤 真菌 群落 结构 发 生 明 
显 变化 。 常 见 菌 群 如 条 带 c ,e,f,g,h,k 在 90,180,270,360 d 的 征 还 围 科 秸秆 未 还 田 的 土壤 对 照 中 均 存 在 ,但 
条 带 的 亮度 发 生 明 显 的 变化 ,说 明和 常见 菌 群 数量 发 生 了 变化 ; 随 着 秸秆 还 田 时 间 的 增加 , 原 有 的 优势 菌 群 如 条 
带 a 和 bb 减弱 或 消失 ,新 的 优势 菌 群 如 条 带 di j 出 现 或 增强 。 


重复 I 3852 TI 重复 II 


全 秸秆 未 还 田 土壤 -— 秸秆 还 田 土壤 


a 


[> — rt RR UAO - 


拷贝 数 
Copy numbers/( X 107g ! FE) 


straw decomposition ( meanzSE) 


一 


C90 T90 C180 T180 C270 T270 C360 T360 C90 T90 C180 T180 C270 T270 C360T360 C90 T90 C180 T180 C270 T270 C360 T360 


2 秸秆 还 田 不 同时 间 土 壤 真菌 群 落 结构 的 PCR-DGGE 分 析 


Fig.2 PCR-DGGE analysis of soil fungal community structures in different days of rice straw decomposition 


T: 处 理 ( 秸 秆 还 田 土壤 ) Treat. (Straw decomposition soil) ;C: 对 照 (秸秆 未 还 田 土壤 ) Control. ( No straw decomposition soil); I , IL , IIl :3 次 重 
复 ;图 中 小 写字 母 代表 测序 DGGE 条 带 


对 秸秆 还 田 不 同时 间 土 壤 真 菌 的 DGGE 图 谱 条 带 进行 多 样 性 指数 分 析 表 明 ( 表 2) ,秸秆 还 田 对 真菌 群落 
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结构 具有 明显 影响 , 随 着 秸秆 还 田 时 间 的 增加 ,多 样 性 指数 (五 R 和 五 ) 均 有 升 高 趋势 ,在 360 d 时 ,秸秆 还 田 


土壤 真菌 多 样 性 指数 达到 最 高 。 


选取 了 11 条 DGGE 图 谱 主 要 条 带 进行 序列 切 胶 回收 测序 (图 2) ,分 析 秸 秆 还 田 后 土壤 真菌 的 群落 演变 
。 结 果 表 明 ,常见 种 群 如 条 
i c, e, f, g, h,k 分 别 与 接合 菌 (Zygomycete sp.) , 盐 腐 霉菌 ( Pythium salinum ) , W & W ( Uncultured 
Sarcosomataceae) FŘ ( Ascobolus stercorarius ) | BESE VS ( Lagenidium giganteum) FF W ( Penicillium sp. ) 
聚 在 一 起 ; 原 有 的 优势 种 群 如 条 带 a M b 5 HE E FC A (Aspergillus sp.) Uit Ai A 2 H R ( Thermomyces 
lanuginosus ) 聚 在 一 起 ;新 的 优势 种 群 如 条 带 di 、j Ar h EHA (Aspergillus glaucus ) RE Z Fi V8 ( Polymyxa 


过 程 。 在 Genebank 中 进行 Blast 序列 比 对 ,利用 MECA 5.0 构建 系统 发 育 树 (图 3) 


graminis ) JEEP (Acremonium sp.) 聚 在 一 起 。 


R2 秸秆 还 田 不 同时 间 土 壤 真菌 PCR-DGGE 图 谱 多 样 性 指数 


Table 2 Diversity indices of soil fungal DGGE profiles in different days of rice straw decomposition 


处 理 香农 - 威 纳 指数 ( 有) 丰富 度 (R) H5] REGE) 

"Treatment Shannon-Wiener index Richness Evenness 
C90 2.31+0.18b 25.32+0.39ab 0.94+0.12a 
T90 2.28+0.14b 26.91+0;53a 0.95+0.10a 
C180 1.99:0.09 21.84x0.65b 0.82x0.03b 
T180 2.71x0.10ab 25.4450.76ab 0.93: 0.02a 
C270 2.14x0.15 20.65+0.56b 0.91+0.03a 
T270 2.60+0.12a 26.29+0.87a 1.00+0.08a 
C360 2.45x0.09b 25.66x0.54ab 0.98: 0.03a 
T360 2.80:0.10a 28.82x0.32a 1.01+0.02a 


T 代表 处 理 ( 秸 秆 还 田 土壤 ) ;C 代表 对 照 (秸秆 未 还 田 土 壤 泥 同 列 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 ( P<0.05) 


2.3 ”秸秆 还 田 造成 土壤 真菌 群 落 结 构 和 多 样 性 的 主因 素 分 析 


以 秸秆 还 田 不 同时 间 土 壤 真 菌 DGGE 图 谱 和 土壤 理化 性 质 为 两 个 变量 组 ,进行 RDA 分 析 ( 图 4, 表 3)。 
结果 表明 ,水 称 秸 秆 还 田 后 ,土壤 真菌 群落 结构 发 生 明 显 改 变 , 而 随 着 秸秆 还 田 时 间 的 延长 ,不 同 阶 段 土 壤 真 
菌 群 落差 异 明显 。90 d 和 180 d 秸 秆 通 田 和 对 照 土壤 样 地 较为 接近 ,说 明 其 真菌 群落 结构 相似 度 较 高 ,秸秆 


还 田 早 期 还 未 对 真菌 群落 结构 造成 明显 影响 ;270 d 和 360 d 的 秸秆 还 田 和 对 照 土壤 样 地 差异 较 大 ,说 明 其 真 
菌 群 落 的 优势 菌 种 发 生变 化 洁 沙 结构 相似 度 较 低 , 随 着 秸秆 还 田 时 间 的 增加 ,秸秆 还 田 已 经 引起 真菌 群落 结 


构 显 著 变化 。 


由 表 3 nl RDA HIE 3 个 排序 轴 的 特征 值 分 别 为 0.309 .0.144 和 0.067 ,真菌 群落 组 成 与 环境 因子 3 个 


排序 轴 的 相关 又 数 分 别 为 0.867 .0.885 和 0.875。 前 两 轴 的 特征 值 占 总 特征 值 80.7 


% ,说 明寺 


序 效 果 很 好 。 前 


两 轴 的 物种 导 环 境 相 关系 数 较 高 , 共 解 释 了 物种 -环境 关系 总 方差 的 74.8% 。 图 4 表明 ,土壤 有 机 碳 、pH 值 和 
速效 磷 对 真菌 群落 结构 的 影响 达到 显著 水 平 (P «0.05) ,是 引起 土壤 真菌 群落 结构 及 多 样 性 变异 的 主要 因素 ， 


而 速效 钾 和 总 氮 的 影响 最 小 。 
表 3 RDA 排序 结果 
Table 3 RDA ordination summary 


项 目 Items 排序 轴 1 Axes 1 排序 轴 2 Axes 2 排序 轴 3 Axes 3 排序 轴 4 Axes 4 
特征 值 Eigenvalue 0.309 0.144 0.067 0.041 

物种 -环境 相关 性 Species-environment correlations 0.867 0.885 0.875 0.909 

累计 百分比 方差 Cumulative percentage variance 

数据 物种 of species data 30.9 45.2 52.0 56.1 

物种 -环境 关系 of species-environment relation 51.0 74.8 85.9 92.7 
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100 |KU510563 (d) 

Aspergillus glaucus (AB008402.1) 
KU510560 (a) 

Aspergillus sp. (GU190182.1) 


KU510561 (b) 
92 ! Thermomyces lanuginosus (AY 706335.1) 
Penicillium sp. (AJ278755.1) 
KU510570 (k) 
KU510569 (j) 
31 Acremonium sp. (AJ278754.1) 
KU510566 (g) 
100 Ascobolus stercorarius (AY372073.1) 
KU510562 (c) 
Zygomycete sp. (EU428773.1) 
KU510565 (f) 
4] Uncultured sarcosomataceae (EF023160.1) 


100 | KU510568 (1) 
Polymyxa graminis (AF310898.1) 


97 | KU510564 (e) 
Pythium salinum (KF853244.1) 
KU510567.(h) 

95 ! Lagenidium giganteum (KF915305.2) 


图 3 秸秆 还 田 不 同时 间 土 壤 真 菌 DDGGE 条 带 序列 的 系统 发 育 树 
Fig.3 Phylogenetic tree based on soil fungal DGGE profiles in different days of rice straw decomposition 


m 本 研究 采用 RDA 4Hfr T RFRA MARLE ERHI 6 个 环境 因子 对 土壤 真菌 群落 结构 的 影响 ,发 现 土壤 土 

C. RPR pH 值 和 速效 磷 与 真菌 群 游 变 化 的 相关 性 大 于 其 他 环境 因子 ,这 与 近来 研究 发 现 的 土壤 的 pH 值 和 

C 。” 有 机 碳 是 影响 土壤 微生物 群落 结构 的 重 吉 因素 相 一 致 52] 。Sun 等 (中 研究 认为 ,土壤 pH 值 是 影响 微生物 群 

C^ — 落 结构 最 重要 的 因素 房 一 的 Lu 等 罗 研究 发 现 , 革 兰 氏 阴 性 细菌 的 丰富 度 受到 pH 值 的 显著 影响 。 在 本 研究 

中 ,对 照 土壤 pH 值 皇 先 降 低 再 天 高 的 趋势 ,而 秸秆 还 田 土 壤 pH 值 呈现 逐渐 升 高 的 趋势 ,在 360 d 时 pH 值 均 

达到 最 大 ,表明 秸秆 途 田 也 以 缓解 土壤 酸化 ,这 也 与 兰 丽 丽 等 5 实验 结果 一 致 。Liu 等 5 研究 表明 ,作物 千 

秆 直接 还 田 可 以 增加 土壤 有 机 碳 含量 ,从 而 提高 土壤 肥力 。 本 研究 结果 表明 ,相对 于 秸秆 未 还 田 对 照 , 随 着 千 

秆 还 田 时 间 的 增 辑 ,秸秆 还 田 土 壤 有 机 碳 的 含量 显著 增加 ,在 还 田 360 d 时 达到 最 高 值 2.58% ,而 总 氮 和 碱 解 

氮 出 现 杂 降 的 延 邦 , 史 央 等 550 研究 结果 表明 ,稻草 秆 物料 经 过 一 年 的 腐 解 , 仍 有 42.26% 未 被 降解 。 因 次 本 研 

究 结 更 原因 避 能 是 秸秆 还 田 后 经 过 360 d 的 腐 解 ,水 稻 秸 秆 未 完全 被 腐 解 ,土壤 微生物 继续 可 以 分 解 秸秆 , 促 

竺 入 竹 看 释放 ,使 士 壤 有 机 碳 含量 持续 增加 , 约 为 还 田 90 d 的 近 一 倍 。 同 时 秸秆 的 C/N 的 比值 影响 秸秆 腐 解 

的 速度 ,水 稳 秸秆 C/N 约 为 100 : 1 ,显著 大 于 微生物 自身 的 CZN(25:1 到 30:1 之 间 ) ,微生物 除了 合成 自身 生 

长 所 需要 的 C/N, 为 了 利用 多 余 的 碳 , 会 继续 从 土壤 中 吸收 氮 , 从 而 造成 土壤 总 氮 和 碱 解 氮 的 损失 。 张 四 海 

等 (中 采 用 磷脂 脂肪 酸 (PLFA) 法 测定 土壤 微生物 生物 量 , 结 果 表明 ,添加 秸秆 配合 施 入 磷 素 对 微生物 总 生物 

量 、 真 菌 数量 和 真菌 /细菌 比值 具有 显著 的 促进 作用 。 本 研究 中 土壤 速效 养分 如 速效 磷 的 累积 与 真菌 群落 结 

构 的 变化 具有 较 强 的 相关 性 ,可 能 是 由 于 大 量 速效 养分 的 明显 变化 对 土壤 真菌 产生 了 胁迫 作用 ,影响 了 优势 
种 群 的 分 布 ,具体 的 机 理 目 前 还 没有 明确 ,有 待 于 进一步 研究 。 

由 真菌 ITS rRNA 基因 拷贝 数 的 荧光 定量 PCR 结果 可 知 , 水 稳 秸 秆 还 田 使 得 土壤 真菌 群体 数量 发 生 显 著 
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变化 ,180 d 和 360 d 的 秸秆 还 田 与 各 自 对 照相 比 ,土壤 
真菌 群体 数量 发 生 显著 增加 ;而 随 着 时 间 增 加 ,秸秆 未 id E 
还 田 对 照 土壤 的 真菌 群体 数量 表现 为 升 高 的 趋势 ,原因 C360 AE 1210 ? 
EEKE EH. E TEE A] , h | 
收获 后 少量 秸秆 可 能 残留 在 试验 地 中 ,从 而 为 秸秆 未 还 
田 试 验 地 的 土壤 真菌 提供 了 有 机 碳 源 ,促进 了 真菌 的 生 
长 。90 d 秸秆 还 田 和 对 照相 比 , 土 壤 真菌 群体 数量 未 发 
生 显 著 增 加 ,表明 秸秆 还 田 早 期 未 对 其 真菌 群落 结构 造 
成 明显 影响 ;而 270 d 秸秆 还 田 和 对 照相 比 ,土壤 真菌 
群体 数量 也 未 发 生 显著 变化 ,原因 可 能 是 第 二 年 7 月 底 
采样 时 ,上 海 尝 明 降 雨 较 多 ,土壤 含水 量 和 土壤 温度 较 
高 Brockett 45 9? 和 Buyer 等 ' 当 研究 表明 土壤 含水 量 和 1o | 
土壤 温度 可 以 显著 影响 微生物 群落 结构 ,由 此 我 们 推测 zm | T 
此 时 期 的 土壤 含水 量 和 土壤 温度 对 真菌 群体 数量 的 影 (E. P A RR 
响 超 过 了 秸秆 还 田 。 余 分 析 

本 研究 中 秸秆 还 田 不 同时 间 的 土壤 真菌 DGGE 图 pig4 RDA of soil fungal DGGE profiles and soil chemistry 
谱 的 聚 类 分 析 和 RDA 分 析 均 表明 ,90 d 的 秸秆 还 田 和 ” properties in different days of rice straw decomposition 
对 照 的 土壤 样品 聚 为 一 类 ,同时 其 真菌 群体 数量 和 多 样 T: 代表 处 理 (秸秆 还 田 土壤 ) Treat (Straw decomposition soil) ; C: 
性 指数 (万 .R MI E) 与 对 照 均 未 表现 明显 差异 ,说 明 秸 NOUS) cae 土壤 ) i i MEN soil). 
FUITE RD Ho RU, 59 (eH a re n n 
定量 PCR 分 析 得 出 的 秸秆 还 田 和 对 照 的 真菌 群体 数量 wg Total nitrogen; pH: pH fË 
结果 相 一 致 。 随 着 秸秆 还 田 时 间 的 增加 ,真菌 群体 数量 
和 多 样 性 指数 ( 瓦 R 和 五) 均 表 现 升 高 的 趋势 ,并 在 360 d IF SUE Xt ^ 进行 DGGE 条 带 测序 发 现 ， 
秸秆 还 田 和 施肥 的 优势 土壤 真菌 包含 可 以 降解 纤维 素 的 半 知 菌 纲 的 梳 顶 孢 属 (4eremonium sp.) 。 本 研究 对 
DGGE 的 11 条 特征 条 带 进行 序列 切 胶 回 了 驳 测 序 ,结果 表明 ,土壤 真菌 主要 种 群 包 括 了 工业 中 用 以 可 以 生产 纤 
维 素 酶 的 真菌 : 青 霉 菌 ( Penicillium sp.) Hh JR B (Aspergillus sp. ) 和 校 项 抱 考 属 (Acremonium sp.) Ds] 其 中 
TP RET (Penicillium sp 忆 在 秸秆 还 围 过 程 中 均 为 优势 菌 群 ,而 枝 顶 孢 圳 属 (Acremonium sp.) 在 90 d 时 作为 新 的 
优势 菌 群 出 现 ,推测 其 在 降解 纤维 素 的 过 程 中 ,种 群 数量 迅速 增加 。 因 而 本 人 研究 结果 为 从 这 种 特定 的 土壤 微 
生境 中 分 离 生 产 纤维 素 酶 活力 较 高 的 真菌 提供 了 依据 。 


1.0 T270 o | 
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4 结论 


EE EIT AAE AFE EH n] D ERE AR AE A EEE, VS H 270 d 和 360 d 的 真菌 群落 结构 
RECEASNE, PIRA BU pH 和 速效 磷 是 引起 土壤 真菌 群落 结构 及 多 样 性 变异 的 主要 因素 。 
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